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略語表 
 
本論文中では以下に示す略語を用いた。 
 
BSA   bovine serum albumin 
cAMP   cyclic adenosine monophosphate 
cGMP   cyclic guanosine monophosphate 
CHO-K1   chinese hamster ovary-K1 
DMSO   dimethyl sulfoxide 
FBS   fetal bovine serum 
I.A.   intrinsic activity 
IBMX   3-isobutyl-1-metyl-xanthine 
i.p.   intraperitoneal administration 
i.v.   intravenous administration 
PBS   phosphate-buffered saline 
PGE2   prostaglandin E2 
s.c.   subcutaneous administration 
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第 1章 序論 
 
膀胱および尿道とそれらを支配する神経から構成される下部尿路は，蓄尿と排尿の 2 つ
の相反する機能を司る［1］。蓄尿時に膀胱は弛緩し，尿道は収縮して禁制を維持し，排尿
時に膀胱は収縮し，尿道は弛緩することで効率的な尿排出に寄与する［1］（図 1）。尿道は，
交感神経から放出されるノルアドレナリンによる α1受容体刺激を介して収縮する［1，2］。
前立腺肥大症を呈する患者において排尿障害を含む下部尿路症状が認められる［3，4］。排
尿障害は，前立腺の肥大に基づく尿道狭窄（機械的閉塞）に加え，前立腺および膀胱頸部
における平滑筋の過収縮に基づく尿道狭窄（機能的閉塞）に起因すると考えられている［3，
4］。つまり，排尿時おいて，尿道弛緩が不十分なことにより排尿困難が惹起されると考え
られる。一方，ノルアドレナリンによる尿道収縮反応に対して抑制作用を示す α1受容体拮
抗薬は，前立腺肥大症に伴う排尿障害の治療薬として世界中で使用されている［5］。加え
て，尿道弛緩作用を示すホスホジエステラーゼ 5阻害薬［6］は，前立腺肥大症患者におい
て国際前立腺症状スコアを改善させることが報告されている［7，8］。以上より，尿道弛緩
作用を有する化合物は，尿道狭窄に起因する排尿障害を改善させる可能性が示唆される。α1
受容体拮抗薬は，興奮性神経伝達物質であるノルアドレナリンによる α1受容体刺激を介し
た尿道収縮を抑制することで尿道弛緩に寄与する。また，ホスホジエステラーゼ 5 阻害薬
は，尿道弛緩作用を示す細胞内環状グアノシン一リン酸（cGMP）の分解を阻害することで，
尿道弛緩を増強する。これらの 2 つの尿道弛緩機構とは異なり，直接的に尿道弛緩を惹起
させる新規な機序に基づく排尿障害治療薬は，新たな治療手段として期待される。 
PGE2 は，ハムスター［9］，ウサギ［10］，イヌ［11］，ヒト［12］といった様々な動物種
の尿道組織を弛緩させる。PGE2 による尿道組織の弛緩反応に環状アデノシン一リン酸
（cAMP）依存的な経路が関与することが示唆されている［10］。PGE2に応答する受容体と
して EP1，EP2，EP3および EP4受容体が知られており，一般的に，EP1および EP3受容体
は細胞内カルシウム濃度上昇に基づく平滑筋収縮反応に関与し，EP2 および EP4 受容体は
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cAMP 量上昇に基づく平滑筋弛緩反応に関与する［13］。これらの知見から，尿道組織にお
ける PGE2誘発弛緩反応には，EP2および（もしくは）EP4受容体が関与することが示唆さ
れる。 
近年，ラットの前立腺組織において，電気刺激誘発収縮に対する PGE2の抑制反応に EP2
受容体が関与することが報告された［14］。このことから，尿道組織の弛緩反応に EP2受容
体が関与している可能性が考えられる。しかしながら，薬理的検証に用いることができる，
EP2受容体に対して十分な選択性を示す化合物に関する報告はこれまでになく，尿道におけ
る EP2受容体の役割について薬理学的に十分に解明されていない。 
最近になって，CP-533,536は EP2受容体に対して選択的な刺激作用を有することが報告
された（図 2）［15］。そこで，本研究では，主に尿道に焦点をあて，下部尿路機能における
EP2受容体の役割を解明することを目的とし，CP-533,536を用いた薬理学的検討を行った。  
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図 1 蓄尿時および排尿時における下部尿路制御機構 
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図 2 CP-533,536の構造式 
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第 2章 CP-533,536の薬理学的特性 
 
第 1節 諸言 
 
近年，CP-533,536はEP2受容体に対して選択的な刺激作用を示すことが報告された［15］。
その報告によると，CP-533,536は，EP1，EP3および EP4に比して EP2受容体に対して高い
親和性を示すとともに，EP2 受容体に対して刺激作用を示す。下部尿路機能における EP2
受容体の役割を薬理学的に解明することが本研究の目的であることから，ラット EP2 受容
体およびラット EP4受容体に対する CP-533,536の刺激作用を検討した。 
 
 
第 2節 方法 
 
2.1. 使用化合物および試薬 
CP-533,536（(3-{[(4-tert-butylbenzyl)-(pyridine-3-sulfonyl)-amino]-methyl}-phenoxy)-acetic acid）
を，アステラス製薬株式会社（東京）で用意した。PGE2をナカライテスク（京都，日本）
より購入した。 
α-MEM をインビトロジェン（Carlsbad，CA，USA）より，BSA をシグマアルドリッチ
（St. Louis，MO，USA）より，そして，インドメタシンおよび IBMX を和光純薬工業（大
阪，日本）より購入した。 
cAMPアッセイキットを，Cisbio Bioassays（Codolet，France）より購入した。 
 
2.2 細胞内 cAMP量測定 
アステラス製薬株式会社研究所にて構築した，ラット EP2あるいはラット EP4受容体を
安定的に発現するチャイニーズハムスター卵母細胞（CHO-K1）を 96穴プレートに 5000細
9 
 
胞ずつ播種し，10%の FBSを添加した α-MEMにて，37°Cおよび 5% CO2存在下で培養し
た。細胞播種約 4日後に，2 µMのインドメタシンおよび 0.1%の BSAを含む血清非添加
α-MEMに置換し，室温にて 1時間培養した。その後，2 µMのインドメタシン，0.1%の BSA
および 1 mMの IBMXを含む血清非添加 α-MEMへ培養液を置換し，PGE2もしくは
CP-533,536を添加した。 
室温にて 30分培養後，培養上清を除き，0.2% TritonX-100を含む PBSを添加して細胞を
溶解した。細胞溶解物中の cAMP量を，アッセイキットを用いて測定した。 
 
2.3. 細胞内 cAMP量上昇作用活性の算出 
ラット EP2受容体，ラット EP4受容体発現 CHO-K1細胞における cAMP量は，PGE2に
より惹起される最大反応を 100%として算出した。PGE2により惹起される最大反応を 1.0と
して CP-533,536の cAMP量上昇作用の内因活性（I.A.）を算出した。I.A.の値が 0.5を超え
た場合，EC50値を非線形回帰分析により算出した。 
 
 
第 3節 結果 
 
PGE2はラット EP2受容体発現細胞およびラット EP4受容体発現細胞の cAMP量を濃度依
存的に上昇させた。PGE2のラット EP2受容体およびラット EP4受容体を介した cAMP量上
昇作用の EC50値は，それぞれ 1.3 nMおよび 17 nMであった（表 1）。CP-533,536は，ラッ
ト EP2受容体発現細胞の cAMP量を濃度依存的に上昇させ，その I.A.は 1.0であった。
CP-533,536のラット EP2受容体を介した cAMP量上昇作用の EC50値は 3.0 nMであった（表
1）。一方，CP-533,536は，ラット EP4受容体発現細胞の cAMP量を 10 PMまでの濃度にお
いて上昇させなかった（表 1）。  
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表 1 ラット EP2受容体，ラット EP4受容体発現 CHO-K1細胞における， 
PGE2および CP-533,536の cAMP量上昇作用 
 
化合物 
ラット EP2受容体 ラット EP4受容体 
EC50 (nM) I.A. EC50 (nM) I.A. 
PGE2 1.3 1.0 17 1.0 
CP-533,536 3.0 1.0 - <0.1 
-，算出せず 
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第 4節 考察 
 
cAMP量を指標とした機能評価から，CP-533,536は EP2受容体に対して刺激作用を有す
ることが報告されている［15］。また，受容体親和性実験による評価から，CP-533,536は，
EP2受容体に対して IC50値で 50 nMの親和性を示し，EP1，EP3および EP4受容体に対する
親和性に比して 50倍以上の選択性を示すことが示されている［15］。これらの結果から，
CP-533,536は EP2受容体に対して選択的な刺激作用を示すと考えられている［15］。しかし
ながら，CP-533,536の，EP4受容体刺激作用と比較した EP2受容体刺激作用の選択性は明
らかになっていない。 
本実験では，cAMP量を指標とした機能評価系において，PGE2はラット EP2およびラッ
ト EP4の両受容体に対して刺激作用を示すことを確認した。一方，CP-533,536はラット EP4
受容体に比してラット EP2受容体に選択的な刺激作用を示すことを検証した。以上より，
ラットを用いて下部尿路機能における EP2受容体の役割を解明するにあたり，CP-533,536
は EP2受容体選択的な刺激薬として有用なツール化合物になりうるさらなる根拠が提示さ
れた。 
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第 3章 尿道における EP2受容体の役割 
 
第 1節 諸言 
 
CP-533,536はラット EP4受容体に比してラット EP2受容体に選択的な刺激作用を示すこ
とが検証された。本章では，ラットの尿道における EP2受容体の役割に明らかにすること
を目的に，ラットの摘出尿道におけるフェニレフリン誘発収縮反応に対する CP-533,536の
弛緩作用，ラットの尿道組織における cAMP量に対する CP-533,536の作用，および麻酔ラッ
トの尿道内圧に対する CP-533,536の作用について検討を行ったので以下に報告する。 
 
 
第 2節 方法 
 
2.1. 使用化合物および試薬 
CP-533,536 をアステラス製薬株式会社（東京）で用意した。PGE2をナカライテスク（京
都，日本）より購入した。 
フェニレフリン（(R)-(−)-phenylephrine hydrochloride），IBMX をシグマアルドリッチ
（St. Louis，MO，USA）より，ジメチルスルホキシド（DMSO），トリクロロ酢酸，ジメチ
ルホルムアミドを和光純薬工業（大阪，日本）より，クレモフォール ELをナカライテスク
（京都，日本）より購入した。 
cAMPアッセイキットを，PerkinElmer（Waltham，MA，USA）より購入した。DCプロテ
インアッセイキットを，Bio-Rad（Hercules，CA，USA）より購入した。 
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2.2. 尿道組織における弛緩反応測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。イソフルラ
ン麻酔下，Sprague-Dawley系雄性ラット（413-482 g，日本チャールスリバー，横浜，日本）
から尿道組織を摘出した。横紋筋部分を取り除き，輪層方向に尿道標本を作製した。作製
した尿道標本は，95% O2，5% CO2混合ガスを十分に通気させた 37°Cの Krebs-Henseleit液
（pH 7.4）（118.4 mM NaCl，4.7 mM KCl，1.2 mM KH2PO4，1.2 mM MgSO4，2.5 mM CaCl2，
25.0 mM NaHCO3，11.1 mM glucose）を満たしたマグヌス管に懸垂した。尿道標本の等尺性
張力を，トランスデューサ （ーTB-611T；日本光電，東京，日本）および圧アンプ（AP-621G；
日本光電，東京，日本）を介し，パワーラボおよびラボチャート（ADInstruments Japan，名
古屋，日本）を用いて記録した。 
尿道標本に 0.5 gの張力を負荷し，約 1時間の安定期間をおいた。その後，60 mMの KCl
による収縮反応を観察した。尿道標本を Krebs-Henseleit液で数回洗浄し，30分経たのちに
フェニレフリン 10 µMを添加することで，収縮反応を惹起させた。フェニレフリンによる
収縮反応がプラトーに達した後，PGE2（0.01-10 µM），CP-533,536（0.01-10 µM）または溶
媒を累積的に添加した。なお，PGE2および CP-533,536は DMSOにて溶解し，各化合物の
1 mMおよび 10 mMの溶液を調製した。適宜，これらの溶液を蒸留水で希釈して実験に供
することで，マグヌス管内の Krebs-Henseleit液中の DMSOの最終濃度を，0.2%未満とした。 
フェニレフリン添加前の張力を 0%，1回目の被験化合物添加直前の，フェニレフリンに
より惹起された収縮反応を 100%とした。被験化合物による弛緩反応を，フェニレフリンに
より惹起された収縮反応の割合として算出した。各数値は，平均値±標準誤差で表した。 
 
2.3. 尿道組織中 cAMP量測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。イソフルラ
ン麻酔下，Sprague-Dawley系雌性ラット（197-238 g，日本エスエルシー，浜松，日本）か
ら尿道組織を摘出した。摘出した尿道組織を四分割することで尿道切片を作製し，各切片
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を異なる実験群に割り当てた。作製した尿道切片を，95% O2，5% CO2混合ガスを通気させ
た 37°Cの Krebs-Henseleit液中で，30分間培養した。10 PMの IBMXを添加し，さらに 20
分間培養後，PGE2，CP-533,536または DMSOを添加した。被験化合物存在下で 60分間の
培養後，尿道切片を速やかに液体窒素にて凍結した。 
凍結した尿道切片に，5%のトリクロロ酢酸を 200 PL添加し，Tissue Lyser（QIAGEN，Venlo，
Netherland）を用いてホモジナイズした。組織懸濁液を，4°Cにて，9000 gで 10分間遠心し
た。上清を 1 mLの水飽和ジエチルエーテルで 3 回洗浄し，冷却トラップ（UT-2000；東京
理科器械，東京，日本）を備えた遠心エバポレーター（CVE-3100；東京理科器械，東京，
日本）を用いて濃縮乾燥した。その乾燥物を cAMP測定用の溶液で再構築し，アッセイキッ
トを用いて cAMP量を測定した。一方，遠心後に得られた沈殿物を 1 MのNaOHで溶解し，
組織切片のタンパク質の定量に用いた。なお，タンパク質の定量は，BSA をスタンダード
とし DC プロテインアッセイキットを用いて行った。そして，測定した cAMP 量をタンパ
ク質の量で補正することで，尿道組織中の cAMP 量を求めた。各数値は，平均値±標準誤
差で表した。 
 
2.4. 尿道内圧測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。実験には，
Sprague-Dawley系雌性ラット（216-287 g，日本エスエルシー，浜松，日本）を用いた。ラッ
トをウレタン（1.2 g/kg，i.p.）にて麻酔した。下腹部を正中切開し，膀胱および近位尿道を
露出させた。膀胱を切開し，先端を炎で広げたポリエチレン製カテーテル（PE-50）を切開
部位から挿入した。カテーテルの先端を近位尿道で留置し，カテーテルを近位尿道にて絹
糸を用いて結紮した。カテーテルは，三方活栓を介してシリンジポンプ（STC-525；テルモ，
東京，日本）および圧トランスデューサー（DX-100；日本光電，東京，日本）に接続した。
生理食塩水を 4.5 mL/hの速度でシリンジポンプよりカテーテルを経由して尿道内に持続的
に潅流し，潅流圧を尿道内圧として測定した。圧トランスデューサーから圧アンプ
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（AP-601G；日本光電，東京，日本）を介し，パワーラボおよびラボチャート（ADInstruments 
Japan，名古屋，日本）を用いて尿道内圧を記録した。化合物投与用に PE-50を左大腿静脈
に挿入した。 
30分以上の安定期間を経て，生理食塩水にて溶解したフェニレフリン（0.03 mg/kg）を静
脈内投与した。フェニレフリン（0.03 mg/kg）により尿道内圧が 5 mmHg以上上昇したラッ
トを評価に用いた。PGE2（0.003-0.3 mg/kg），CP-533,536（0.003-0.3 mg/kg）もしくは溶媒を，
20分の間隔で増加用量にて静脈内投与した。なお，両化合物は 20%ジメチルホルムアミド
および 10%クレモフォール ELを含む生理食塩水で溶解し実験に供した。 
尿道内圧の投与前値として，被験化合物ないし溶媒の初回の投与前における尿道内圧を
測定した。また，各用量の化合物投与 1分後以降の最小尿道内圧を測定し，被験化合物の
尿道内圧に対する作用を投与前値からの変化量として表した。各数値は，平均値±標準誤
差で表した。 
 
2.5 統計学的処理 
ラット摘出尿道を用いた弛緩作用検討，および麻酔ラットを用いた尿道内圧に対する被
験化合物の作用検討では，被験化合物添加前もしくは投与前の各測定指標の群間の差異を，
一元配置分散分析により判定した。また，被験化合物群と溶媒群の評価指標の差異を，二
元配置分散分析を行った後 Bonferroni多重比較検定を行うことにより判定した。尿道組織中
cAMP量に対する作用検討では，被験化合物群と溶媒群の評価指標の差異を，一元配置分散
分析を行った後Dunnett’s多重比較検定を行うことにより判定した。P値が0.05未満の場合，
統計学的に有意差ありと判定した。これらの統計学的処理には Prism（GraphPad Software，
San Diego，CA，USA）を使用した。 
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第 3節 結果 
 
3.1 尿道組織における弛緩作用 
溶媒を添加した時間経過対照群（溶媒群），PGE2群，および CP-533,536群において，フェ
ニレフリン（10 PM）により誘発される収縮反応の平均値は，それぞれ 0.47，0.40，0.42 g
であり，これらの値に統計的有意差は認められなかった。 
溶媒を添加した時間経過対照群（溶媒群）のラット摘出尿道標本において，フェニレフ
リン（10 PM）により誘発される収縮反応はわずかに減衰したものの，最終値は 85.8 ± 5.7%
と維持されていた。ラット摘出尿道標本において，PGE2（0.01-10 PM）および CP-533,536
（0.01-10 PM）は，フェニレフリン誘発収縮反応を濃度依存的に弛緩させた（図 3）。PGE2
（10 PM）および CP-533,536（10 PM）は，フェニレフリン誘発の収縮反応を，それぞれ
-1.4 ± 1.2%，8.7 ± 9.7%まで減弱させ，これらの反応は溶媒を添加した時間経過対照群（溶
媒群）に比して有意であった。 
 
3.2. 尿道組織中 cAMP量に対する作用 
DMSO 処置した尿道組織中 cAMP 量は 5.0 ±  0.3 pmol/mg protein であった。PGE2
（0.1-10 PM）および CP-533,536（0.1-10 PM）は尿道組織中の cAMP量を濃度依存的に上昇
させた（図 4）。1 PMないし 10 PMの PGE2を処置した尿道組織中の cAMP量は，それぞれ，
7.7 ± 0.8，10.3 ± 1.3 pmol/mg proteinであった。また，10 PMの CP-533,536を処置した尿道
組織中の cAMP量は，7.0 ± 0.7 pmol/mg proteinであった。これら PGE2（1および 10 PM）
および CP-533,536（10 PM）による尿道組織中の cAMP量の上昇は DMSO群に比して有意
であった。 
 
3.3. 尿道内圧に対する作用 
溶媒群，PGE2群，およびCP-533,536群における尿道内圧の投与前値は，それぞれ13.0 ± 1.7，
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14.4 ± 0.7，15.2 ±0.9 mmHgであり，これらの値に統計的有意差は認められなかった。 
溶媒の 5回の繰り返し投与による尿道内圧の低下は，0.5 ± 0.6 mmHg以上
1.4 ± 0.9 mmHg以下あった（図 5）。PGE2（0.003-0.3 mg/kg，i.v.）により，麻酔ラットの尿
道内圧は用量依存的に低下し，その低下は，2.5 ± 0.4（0.003 mg/kg，i.v.），5.1 ± 1.0（0.01 mg/kg，
i.v.），9.0 ± 0.6（0.03 mg/kg，i.v.），9.9 ± 0.6（0.1 mg/kg，i.v.），10.0 ± 0.6 mmHg（0.3 mg/kg，
i.v.）であった（図 5）。同様に，CP-533,536（0.003-0.3 mg/kg，i.v.）により，麻酔ラットの
尿道内圧は用量依存的に低下し，その低下は，1.6 ± 1.0（0.003 mg/kg，i.v.），3.0 ± 1.2（0.01 mg/kg，
i.v.），5.5 ± 0.9（0.03 mg/kg，i.v.），9.2 ± 0.9（0.1 mg/kg，i.v.），および 10.3 ± 0.9 mmHg（0.3 mg/kg, 
i.v.）であった（図 5）。PGE2（0.01-0.3 mg/kg，i.v.）および CP-533,536（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）
による尿道内圧の低下は溶媒群の各測定時間における値に比して有意であった。  
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図 3 ラット摘出尿道におけるフェニレフリン誘発収縮反応に対する 
PGE2および CP-533,536の弛緩作用 
結果は，フェニレフリンにより惹起された収縮反応の割合として示した。データは，6尿道
標本の平均値±標準誤差で表した。被験化合物群と溶媒群の値の差異を，二元配置分散分
析を行った後 Bonferroni多重比較検定を行うことにより判定した。P値が 0.05未満の場合，
統計学的に有意差ありと判定し，＊で表した。  
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図 4 ラット尿道組織における PGE2および CP-533,536の cAMP量上昇作用 
データは，10-18の尿道切片の平均値±標準誤差で示した。括弧内の数値は，切片数を表す。
被験化合物群と DMSO群の値の差異を，一元配置分散分析を行った後 Dunnett’s多重比較検
定を行うことにより判定した。P値が 0.05未満の場合，統計学的に有意差ありと判定し，
＊で表した。 
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図 5 麻酔ラットにおける尿道内圧に対する PGE2および CP-533,536の作用 
結果は，投与前値からの変化として表した。データは，5匹のラット（溶媒群）もしくは 6
匹のラット（PGE2群および CP-533,536群）の平均値±標準誤差で示した。被験化合物群と
溶媒群の値の差異を，二元配置分散分析を行った後 Bonferroni多重比較検定を行うことで判
定した。P値が 0.05未満の場合，統計学的に有意差ありと判定し，＊で表した。 
  
21 
 
第 4節 考察 
 
近年，下部尿路組織における EP2 受容体の果たす役割が示唆されている。ラットの前立
腺組織において，電気刺激誘発収縮に対する PGE2の抑制反応に EP2受容体が関与すること
が報告され［14］，また，イヌの尿道において EP2受容体が発現することが報告された［16］。
本実験では，ラットの尿道組織において，PGE2および EP2受容体に対して選択的な刺激作
用を示す CP-533,536 が，フェニレフリン誘発収縮反応を濃度依存的に弛緩させることを示
した。ラットの摘出尿道標本におけるこれら 2 化合物の弛緩作用活性の順列は，細胞評価
系における EP2受容体刺激作用の EC50値の順列と一致していると考えられた。加えて，本
実験における CP-533,536により惹起される最大弛緩反応は，PGE2により惹起される最大弛
緩反応と同程度であった。これらのことから，ラットの尿道組織における弛緩反応に EP2
受容体刺激が寄与することが示唆された。 
 
尿道の弛緩反応において，cAMP依存的な経路が関与することが報告されている［17，18］。
PGE2に応答する受容体として EP1，EP2，EP3および EP4受容体が知られており，これら 4
つのサブタイプの中で，EP2および EP4受容体が cAMP量上昇に関与する［13］。本実験に
おいて，PGE2および EP2 受容体選択的刺激薬 CP-533,536 がともに，ラットの尿道組織中
cAMP量を濃度依存的に上昇させることを示した。さらに，ラットの摘出尿道における PGE2
および CP-533,536による弛緩反応は，これら 2化合物が尿道組織中 cAMP量を上昇させる
濃度範囲において認められた。これらの結果から，EP2 受容体刺激は尿道組織中 cAMP 量
を上昇させる経路と関連すること，および EP2 受容体刺激に基づく尿道弛緩反応に cAMP
依存的な経路が関与することが示唆された。 
 
PGE2は，ハムスター，ウサギ，イヌ，ヒトといった様々な動物種の尿道組織を弛緩させ
る［9-12］だけでなく，イヌおよびヒトの尿道内圧を低下させることが報告されている［19，
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20］。しかしながら，尿道内圧低下に対する EP2 受容体刺激の寄与に関する知見は少ない。
本実験において，PGE2に加え EP2受容体選択的刺激薬である CP-533,536が麻酔ラットにお
ける尿道内圧を低下させた。このことから，EP2受容体刺激は尿道内圧の低下に寄与するこ
とが示唆された。  
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第 4章 膀胱機能に対する EP2受容体刺激の影響 
 
第 1節 諸言 
 
PGE2は尿道のみならず膀胱機能にも関与することが報告されている［1，21］。特に，PGE2
の膀胱機能亢進作用に EP1および EP3受容体が関与することが示唆されている［21］。しか
しながら，膀胱機能における EP2受容体の役割に関する知見は少ない［21］。そこで，本章
では，膀胱機能における EP2 受容体の役割を考察することを目的として，麻酔ラットにお
ける排尿反射に対する EP2受容体選択的刺激薬 CP-533,536の影響を評価したので，以下に
報告する。 
 
 
第 2節 方法 
 
2.1. 使用化合物および試薬 
CP-533,536をアステラス製薬株式会社（東京）で用意した。CP-533,536は，20%ジメチル
ホルムアミド（和光純薬，大阪，日本）および 10%クレモフォール EL（ナカライテスク，
京都，日本）を含む生理食塩水で溶解し，実験に供した。 
 
2.2. 膀胱内圧測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。実験には，
Sprague-Dawley系雌性ラット（221-306 g，日本エスエルシー，浜松，日本）を用いた。ラッ
トをウレタン（1.2 g/kg，s.c.）にて麻酔した。下腹部を正中切開し，膀胱を露出させた。膀
胱頂部を小切開し，先端を炎で広げたポリエチレン製カテーテル（PE-50）を切開部位から
膀胱内へ挿入した。カテーテルの先端を膀胱頂部で留置するよう調整し，絹糸を用いて結
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紮した。このカテーテルを，三方活栓を介してシリンジポンプ（STC-525；テルモ，東京，
日本）および圧トランスデューサー（DX-100；日本光電，東京，日本）に接続した。生理
食塩水を 6.0 mL/hの速度でシリンジポンプよりカテーテルを経由して膀胱内に持続注入し，
排尿反射を惹起させた。膀胱内圧を，圧トランスデューサーから圧アンプ（AP-601G；日本
光電，東京，日本）を介し，パワーラボおよびラボチャート（ADInstruments Japan，名古屋，
日本）を用いて記録した。化合物投与用に PE-50を左大腿静脈に挿入した。 
1時間以上生理食塩水を膀胱内へ持続的に注入し，排尿反射を繰り返し惹起させた。排尿
反射が安定したことを確認した後，CP-533,536（0.03，0.1，または 0.3 mg/kg）もしくは溶
媒を静脈内投与した。 
膀胱内圧曲線から，最大排尿圧，排尿間隔，および排尿閾値圧を測定した。化合物投与
前後の各指標の値は，2回の排尿反射から得られた平均値を用いた。投与後値は，投与前値
を 100%として算出し，投与後値から投与前値を差し引くことで変化量を求めた。各数値は，
平均値±標準誤差で表した。 
 
2.3. 統計的処理 
各群における測定指標の投与前値の差異を，一元配置分散分析により判定した。各指標
の投与前後の変化量に関する被験化合物群と溶媒群の差異を，一元配置分散分析を行った
後 Dunnett’s多重比較検定を行うことで判定した。P値が 0.05未満の場合，統計学的に有意
差ありと判定した。これらの統計学的処理には Prism（GraphPad Software，San Diego，CA，
USA）を使用した。 
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第 3節 結果 
 
麻酔ラットの排尿反射における最大排尿圧，排尿間隔，排尿閾値圧の投与前値は，それ
ぞれ 22.8 ± 0.8 cmH2O（n=20），557 ± 37 sec（n=20），6.2 ± 0.3 cmH2O（n=20）であった。
各群間におけるこれらの値に統計的有意差は認められなかった。溶媒投与後の最大排尿圧，
排尿間隔，排尿閾値圧の変化は，それぞれ 3.4 ± 2.2，9.5 ± 10.4，10.0 ± 10.7%であった（図
6，7）。CP-533,536（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）は，最大排尿圧，排尿間隔，および排尿閾値圧に
対して顕著な影響を及ぼさず，CP-533,536（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）によるこれら指標の変化
は，溶媒に比して統計的有意差は認められなかった（図 6，7）。 
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図 6 麻酔ラットにおける膀胱内圧曲線（典型チャート） 
（a）麻酔ラットの膀胱内圧曲線に対する溶媒の影響（b）麻酔ラットの膀胱内圧曲線に対す
る CP-533,536の影響 
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図 7 麻酔ラットにおける最大排尿圧（a），排尿間隔（b）， 
および排尿閾値圧（c）に対する CP-533,536の作用 
結果は，投与前値を 100%として，投与前値からの変化として表した。データは，5匹のラッ
トの平均値±標準誤差で示した。 
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第 4節 考察 
 
PGE2に応答する受容体として EP1，EP2，EP3 および EP4 受容体が知られており［13］，
これら 4つのサブタイプの中で，EP1，EP3および EP4受容体の膀胱機能への関与が報告さ
れている［21］。ラットにおける膀胱機能に対する PGE2の亢進作用は，EP1 受容体拮抗薬
により阻害されることが報告されている［22］。また，EP3 ノックアウトマウスを用いた別
の報告では，PGE2の膀胱機能亢進作用が抑制されることが示されている［23］。ラットにお
いて，シクロホスファミドにより誘発された過活動膀胱状態が，EP4受容体拮抗薬により抑
制されたことから，膀胱機能における EP4 受容体の役割に関しても示唆されている［24］。
しかしながら，下部尿路閉塞ラットにおいては，EP4受容体刺激薬が膀胱活動を抑制させた
との報告もある［25］。膀胱機能における EP4 受容体の役割については議論の余地があり，
その役割の解明には，さらなる研究が必要であると考えられる。 
膀胱における EP2 受容体の関与について，モルモットを用いた実験から膀胱組織に EP2
受容体が発現することが示唆されている［26，27］。しかしながら，膀胱機能における EP2
受容体の役割に関する知見は見当たらない［21］。本実験では，麻酔ラットの排尿反射にお
いて，EP2 受容体選択的刺激薬である CP-533,536 は，実験に用いた用量範囲（最高用量
0.3 mg/kg，i.v.）で，最大排尿圧，排尿間隔，排尿閾値圧に影響を及ぼさないことを示した。
膀胱機能における EP2 受容体の役割を解明するには，排尿反射に対する影響の検討のみな
らず，さらなる研究が必要であると考えられる。しかしながら，本研究では，CP-533,536
（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）が尿道内圧を有意に低下させることを明らかにしていることから，
ラットの下部尿路組織において，EP2受容体刺激による尿道機能への作用は，膀胱と比較し
て選択的に発現することが示唆された。 
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第 5章 排尿に対する EP2受容体刺激薬の作用 
 
第 1節 諸言 
 
膀胱および尿道とそれらを支配する神経から構成される下部尿路は，蓄尿と排尿の 2 つ
の相反する機能を司る［1］。蓄尿時に膀胱は弛緩し，尿道は収縮して禁制を維持し，排尿
時に膀胱は収縮し，尿道は弛緩することで効率的な尿排出に寄与する［1］。尿道は，交感
神経から放出されるノルアドレナリンによる α1受容体刺激を介して収縮する［1，2］。前立
腺肥大症を呈する患者において排尿障害を含む下部尿路症状が認められる［3，4］。排尿障
害は，前立腺の肥大に基づく尿道狭窄（機械的閉塞）に加え，前立腺および膀胱頸部にお
ける平滑筋の過収縮に基づく尿道狭窄（機能的閉塞）に起因すると考えられている［3，4］。
つまり，排尿時おいて，尿道弛緩が不十分なことにより排尿困難が惹起されると考えられ
る。一方，α1 受容体拮抗薬は，前立腺肥大症に伴う排尿障害の治療薬として，世界中で使
用されている［5］。加えて，尿道弛緩作用を示すホスホジエステラーゼ 5 阻害薬［6］は，
前立腺肥大症患者において国際前立腺症状スコアを改善させることが報告されている［7，
8］。以上より，尿道弛緩作用を有する化合物は，尿道狭窄に起因する排尿障害を改善させ
る可能性が示唆される。 
本研究では，EP2 受容体に選択的な刺激作用を示す CP-533,536 が，α1受容体刺激薬であ
るフェニレフリンにより収縮させた尿道標本を弛緩させることを示した。このことは，EP2
受容体選択的刺激薬が尿道狭窄を緩和し，排尿障害を改善する可能性を示唆する。本章で
は，排尿に対する EP2 受容体刺激薬の作用を明らかにすることを目的に，α1受容体刺激に
より機能的な尿道狭窄を誘発することで排尿動態に変化を惹起させたラットを用いて，尿
道狭窄に基づく残尿量の増加および排尿効率の低下に対する，EP2 受容体選択的刺激薬
CP-533,536の作用を検討したので，以下に報告する。 
 
30 
 
第 2節 方法 
 
2.1. 使用化合物および試薬 
CP-533,536をアステラス製薬株式会社（東京）で用意した。CP-533,536は，20%ジメチル
ホルムアミド（和光純薬，大阪，日本）および 10%クレモフォール EL（ナカライテスク，
京都，日本）を含む生理食塩水で溶解し実験に供した。ミドドリン（Midodrine hydrochloride）
（図 8）をシグマアルドリッチ（St. Louis，MO，USA）より購入した。ミドドリンは，生理
食塩水で溶解し実験に供した。 
 
2.2. 尿道内圧測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。実験には，
Sprague-Dawley系雌性ラット（196-232 g，日本エスエルシー，浜松，日本）を用いた。ラッ
トをウレタン（1.2 g/kg，i.p.）にて麻酔した。下腹部を正中切開し，膀胱および近位尿道を
露出させた。膀胱を切開し，先端を炎で広げたポリエチレン製カテーテル（PE-50）を切開
部位から挿入した。カテーテルの先端を近位尿道で留置し，カテーテルを近位尿道にて絹
糸を用いて結紮した。カテーテルを，三方活栓を介してシリンジポンプ（STC-525；テルモ，
東京，日本）および圧トランスデューサー（DX-100；日本光電，東京，日本）に接続した。
生理食塩水を 4.5 mL/hの速度でシリンジポンプよりカテーテルを経由して尿道内に持続的
に潅流し，潅流圧を尿道内圧として測定した。尿道内圧を，圧トランスデューサーから圧
アンプ（AP-601G；日本光電，東京，日本）を介し，パワーラボおよびラボチャート
（ADInstruments Japan，名古屋，日本）を用いて記録した。化合物投与用に PE-50を左大腿
静脈に挿入した。 
30分以上の安定期間を経て，ミドドリン（1 mg/kg）を静脈内投与した。ミドドリン投与
前の尿道内圧を基底値，ミドドリン投与 10分後の尿道内圧をプレ値とした。ミドドリン投
与 10分後に，CP-533,536（0.03，0.1，または 0.3 mg/kg）もしくは溶媒を静脈内投与した。
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CP-533,536もしくは溶媒投与 5分後の尿道内圧を測定し，プレ値からの変化量を算出した。
各数値は，平均値±標準誤差で表した。 
 
2.3. 残尿量の測定 
アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承認を得て動物実験を実施した。実験には，
Sprague-Dawley系雄性ラット（275-320 g，日本エスエルシー，浜松，日本）を用いた。イ
ソフルラン麻酔下，下腹部を正中切開し，膀胱を露出させた。膀胱腹側中央部に小切開を
加え，ポリエチレン製カテーテル（PE-160）を切開部位から膀胱内へ挿入し，結紮留置し
た。カテーテル（PE-160）のもう一端は，下腹部切開部より導出し，下腹部を縫合した。
このカテーテル（PE-160）を介して，生理食塩水を膀胱内へ注入するとともに，膀胱内圧
変化および残尿量を測定した。また，化合物投与用に PE-50を頸静脈に挿入した。カテー
テルのもう一端を，皮下をくぐらせ，背側頸部より体外へ導出した。その後頸部を縫合し
た。ラットをボールマンゲージ（夏目製作所，東京，日本）に保定し，1時間以上の安定期
間をおくことで麻酔から覚醒させた。 
膀胱内へ挿入されたカテーテル（PE-160）は，三方活栓を介してシリンジポンプ
（STC-525；テルモ，東京，日本）および圧トランスデューサ （ーDX-100；日本光電，東京，
日本）に接続した。シリンジポンプを用いて生理食塩水を 4.2 mL/hの速度でカテーテルを
介して膀胱内に注入し，排尿反射を惹起させるとともに膀胱内圧を測定した。膀胱内圧は，
圧トランスデューサーから圧アンプ（AP-601G；日本光電，東京，日本）を介して，パワー
ラボおよびラボチャート（ADInstruments Japan，名古屋，日本）を用いて記録した。尿道口
から排出される尿量，および膀胱カテーテル（PE-160）から排出される尿量を，ボールマ
ンケージの下に設置した電子天秤（GX-200；A and D，東京，日本）を用いて測定した。電
子天秤により測定された尿量は，パワーラボおよびラボチャート（ADInstruments Japan，名
古屋，日本）により記録した。 
約 1時間生理食塩水を膀胱内へ持続的に注入し，安定期間を置いた。安定期間を経た後，
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排尿反射が起きた直後に膀胱内への生理食塩水注入を停止した。また，排尿反射に伴い尿
道口から排出される尿量を排尿量として測定した。その後，膀胱カテーテルを三方活栓か
らはずし，膀胱カテーテルから排出される尿を残尿量として測定した。 
排尿量および残尿量の投与前値を測定後，CP-533,536（0.03，0.1，または 0.3 mg/kg）も
しくは溶媒を静脈内投与した。5 分後にミドドリン（1 mg/kg）を静脈内投与し，さらに 5
分後，生理食塩水の膀胱内への注入を再開した。再度排尿反射が起きた直後に膀胱内への
生理食塩水注入を停止し，化合物投与後の排尿量および残尿量を同様に測定した。 
本実験では 1 gの尿量を 1 mLと換算した。排尿効率を下記の計算式， 
排尿効率（%）＝排尿量（mL）/［排尿量（mL）＋残尿量（mL）］×100 
を用いて算出した。残尿量および排尿効率について，投与後値から投与前値を差し引くこ
とで変化量を求めた。各数値を平均値±標準誤差で表した。 
 
2.3 統計学的処理 
各群における残尿量および排尿効率の投与前値の差異を，一元配置分散分析により判定
した。被験化合物群と溶媒群における残尿量および排尿効率の投与前後の変化量の差異を，
一元配置分散分析を行った後Dunnett’s多重比較検定を行うことにより判定した。P値が 0.05
未満の場合，統計学的に有意差ありと判定した。これらの統計学的処理には Prism（GraphPad 
Software，San Diego，CA，USA）を使用した。 
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図 8 ミドドリン塩酸塩の構造式 
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第 3節 結果 
 
3.1. ミドドリン処置ラットにおける尿道内圧に対する CP-533,536の作用 
ミドドリン（1 mg/kg，i.v.）の投与により，ラットの尿道内圧は 14.2 ± 0.5 mmHg（基底値）
（n=20）から，20.0 ± 0.6 mmHg（プレ値，投与 10分後）（n=20）へ顕著に上昇した（図 9）。
ミドドリンによる尿道内圧上昇に，実験群間で統計的有意差は認められなかった。 
溶媒は，ミドドリンにより上昇した尿道内圧をわずかに低下させた（2.1 ± 0.6 mmHgの低
下）（図 9，10）。CP-533,536（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）はミドドリンにより上昇した尿道内圧を
用量依存的に低下させた（図 9，10）。本化合物の 0.1および 0.3 mg/kg（i.v.）による尿道内
圧低下作用は，それぞれ 7.8 ± 1.0，13.6 ± 1.3 mmHg であり，これらの変化は溶媒群に比し
て有意であった（図 10）。 
 
3.2. ミドドリン処置ラットにおける残尿量および排尿効率に対する CP-533,536の作用 
残尿量の投与前値は 0.043 ± 0.005 mL（n=20）であり，溶媒群および CP-533,536群の間で
統計的有意差は認められなかった。溶媒群において，ミドドリン（1 mg/kg，i.v.）は残尿量
を顕著に増加させ，投与前後の変化量は 0.159 ± 0.027 mL であった（図 11）。CP-533,536
（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）は，ミドドリンにより惹起される残尿量の増加を用量依存的に抑制
した（図 11）。CP-533,536の 0.1および 0.3 mg /kgの用量における残尿量の変化は，それぞ
れ 0.047 ± 0.023 mL，0.021 ± 0.001 mLであり，これらの値は溶媒群と比較して有意に低値で
あった（図 11）。 
排尿効率の投与前値は 94.0 ± 0.6%（n=20）であり，溶媒群および CP-533,536群の間で統
計的有意差は認められなかった。溶媒群において，ミドドリン（1 mg/kg，i.v.）は排尿効率
を顕著に低下させ，投与前後の変化量は 19.9 ± 3.1%であった（図 11）。CP-533,536
（0.03-0.3 mg/kg，i.v.）はミドドリンにより惹起される排尿効率の低下を用量依存的に改善
した（図 11）。CP-533,536 の 0.1 および 0.3 mg/kg の用量における排尿効率の変化量はそれ
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ぞれ，8.4 ± 3.6 %，4.6 ± 1.4 %であり，これらの変化量は溶媒群と比較して有意に小さかっ
た（図 11）。  
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図 9 麻酔ラットにおける尿道内圧（典型チャート） 
（a）麻酔ラットにおける尿道内圧に対するミドドリンの作用，およびミドドリン処置ラッ
トにおける尿道内圧に対する溶媒の作用（b）麻酔ラットにおける尿道内圧に対するミドド
リンの作用，およびミドドリン処置ラットにおける尿道内圧に対する CP-533,536の作用 
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図 10 ミドドリン処置ラットにおける尿道内圧に対する CP-533,536の作用 
結果は，プレ値（ミドドリン投与 10分後における尿道内圧）からの尿道内圧変化として表
した。データは，5匹のラットの平均値±標準誤差で示した。CP-533,536群と溶媒群の値の
差異を，一元配置分散分析を行った後 Dunnett’s多重比較検定を行うことにより判定した。
P値が 0.05未満の場合，統計学的に有意差ありと判定し，＊で表した。 
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図 11 ミドドリン処置ラットにおける残尿量（a）および排尿効率（b）に対する 
CP-533,536の作用 
結果は，投与前値からの変化量として表した。データは，5匹のラットの平均値±標準誤差
で示した。CP-533,536群と溶媒群の値の差異を，一元配置分散分析を行った後 Dunnett’s多
重比較検定を行うことにより判定した。P値が 0.05未満の場合，統計学的に有意差ありと
判定し，＊で表した。 
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第 4節 考察 
 
本実験から，麻酔ラットにおいて，ミドドリンは尿道内圧を上昇させることが観察され
た。この結果は，イヌで報告されているこれまでの知見と同様の結果であった［28，29］。
ミドドリンは生体内で活性代謝物に変換され，α1 受容体刺激作用を示す。このことから，
本実験で観察されたミドドリンによる尿道内圧上昇は，α1 受容体刺激を介した尿道狭窄の
結果，惹起された反応であると考えられた。 
本実験において，EP2 受容体選択的刺激薬である CP-533,536 は，ミドドリンにより上昇
した尿道内圧を低下させた。CP-533,536 は，α1 受容体刺激薬であるフェニレフリンにより
惹起される尿道収縮反応を弛緩させることを本研究で明らかにしている。これらの知見か
ら，EP2受容体刺激薬は，α1受容体刺激に基づく尿道狭窄を緩和することで尿道内圧を低下
させると考えらえる。 
 
モルモットにおいて，フェニレフリンの静脈内持続的投与は用量依存的に排尿効率を低
下させることが報告されており［30］，α1受容体刺激は機能的な尿道狭窄を介して排尿障害
をもたらすことが示唆される。先の実験から，ラットにおいて，ミドドリンの静脈内投与
による尿道内圧の上昇が認められたことから，ラットにおいて α1受容体刺激に基づく尿道
狭窄により尿道内圧の上昇が惹起されると考えられた。そこで，本研究では，ラットにお
いてミドドリンにより尿道狭窄を引き起こし，排尿障害を誘発することを試みた。ラット
において，ミドドリンの静脈内単回投与は，残尿量を増加させるとともに排尿効率を低下
させた。ミドドリンの静脈内単回投与は，機能的な尿道狭窄に基づいた，残尿量の増加お
よび排尿効率の低下という排尿障害状態を惹起することが示唆された。 
ミドドリン誘発排尿障害ラットにおいて，EP2 受容体刺激薬である CP-533,536 は，残尿
量を減少させ，排尿効率を改善させた。効率的な尿排出には，協調のとれた尿道の弛緩お
よび膀胱の収縮が必要であると考えられている［1］。CP-533,536（0.1，0.3 mg/kg，i.v.）は，
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ミドドリンにより上昇した尿道内圧に対して，有意な低下作用を示した。一方，膀胱機能
に対して，CP-533,536は 0.3 mg/kg（i.v.）の用量まで影響を及ぼさないことを本研究で明ら
かにしている。従って，機能的な尿道狭窄に起因する排尿障害に対する EP2 受容体刺激薬
の改善作用は，膀胱収縮に対する増強作用ではなく，尿道の弛緩作用に基づく尿道狭窄緩
和を介した反応であると考えられた。 
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第 6章 総括 
 
本研究では，下部尿路機能における EP2受容体の役割の一端を薬理学的に解明した。EP2
受容体刺激は，ラットにおいて尿道弛緩反応を惹起し，尿道内圧を低下させた。また，そ
の経路に cAMP が関与する可能性を示した（図 12）。一方，膀胱機能における EP2 受容体
刺激の役割は尿道のそれに比して顕著でないことが示された（図 12）。さらに，EP2受容体
刺激薬は，ミドドリンによって誘発された排尿障害ラットにおける残尿量の増加および排
尿効率の低下を改善させることを示した。その機序として，EP2受容体刺激が，α1受容体刺
激に基づく尿道狭窄を緩和することが示唆された（図 13）。 
前立腺肥大症に伴う下部尿路症状は，下部尿路閉塞の原因となる 2 つの関連する病態を
要因として引き起こされる［4］。ひとつは，前立腺の肥大に関係した静的な要素，機械的
閉塞であり，もうひとつは，前立腺および膀胱頸部における平滑筋の過収縮に関連した動
的な要素，機能的閉塞である［4］。本研究から，EP2受容体刺激薬は，α1受容体刺激に基づ
く機能的尿道狭窄を示すラットにおいて，排尿障害を緩和させることが示された。このこ
とから，EP2受容体刺激薬は，動的な要素，機能的閉塞に基づいた下部尿路閉塞に起因する
排尿障害を改善させることが示唆された。 
 
前立腺肥大症に伴う排尿障害の治療薬として，α1 受容体拮抗薬は世界中で使用されてい
る［5］。α1受容体拮抗薬は，興奮性神経伝達物質であるノルアドレナリンによる α1受容体
刺激を介した尿道収縮を抑制することで尿道弛緩に寄与する。近年，ホスホジエステラー
ゼ 5 阻害薬は，前立腺肥大症患者における国際前立腺症状スコアを改善させることが報告
された［7，8］。ホスホジエステラーゼ 5阻害薬は，尿道弛緩作用を示す cGMPの分解を阻
害することにより尿道弛緩を増強する。本研究成果から，EP2受容体刺激薬は，α1受容体拮
抗薬およびホスホジエステラーゼ 5阻害薬の尿道弛緩機構とは異なり，EP2受容体の刺激に
基づき尿道弛緩に寄与する cAMP の量を増加させることで，直接的に尿道弛緩を導くこと
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が示唆された。 
選択的な EP2 受容体刺激薬に関するさらなる研究は，新規な機序に基づく排尿障害治療
薬を提供する可能性を持つと考えられる。  
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図 12 本研究結果から示唆される，下部尿路組織における EP2受容体の役割  
44 
 
 
図 13 本研究結果から示唆される，排尿に対する EP2受容体刺激薬の作用 
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